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(54) Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 



(57) Verfahren zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren aus Zellen Oder anderen Quellen, wobei 
die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufgeschlossen 
und die Zelltrummer entfemt werden durch Filtration an 
einer Filterschicht. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung von Nukleinsauren wie Plasmid- Oder 
genomischer DNAaus Zellen Oder anderen Quellen und 5 
eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens ge- 
maG Oberbegriff des Patentanspruchs 16. 

Bei der Preparation von Nukleinsauren mussen die 
Zellen zunachst durch die Verwendung von Enzymen, 
wie zum Beispiel Proteinase K, Lysozym und Detergen- 10 
tien wie SDS, Brij, Triton-X-100, Tween 20.DOC und 
Chemikalien wie Natriumhydroxid, Guanidin-Hydro- 
chlorid und Guanidin-lsothiocyanat aufgeschlossen 
werden. Dem Experimental stellt sich das Problem, 
vor der Reinigung der Nukleinsauren die Zelltrummer '5 
zu entfernen und dann aus dem Zell-Lysat die Nuklein- 
sauren Oder Nukleinsaurefraktionen zu isolieren. Wei- 
terhin mussen bei der Preparation von Plasmid DNA 
Oder genomischerDNA haufig verwendete Detergenti- 
en, wie SDS (Sodium Dodecylsulfat), entfernt werden. 20 
Dies erfolgt wie in den meisten Fallen bei Verwendung 
von SDS durch ein Ausf alien mit Kaliumacetat, da das 
Kaliumsalz von SDS schwer loslich ist. Die Zelltrummer 
werden dann zusammen mit dem ausgefallenen SDS 
abzentrifugiert. Da die Bestandteile im Lysat ein sehr 25 
voluminoses und schmieriges, gelartiges Pellet erge- 
ben, bereitet selbst die Abtrennung dieser Trummer in 
einer hochtourigen Zentrifuge Schwierigkeiten. Ubli- 
cherweise erfolgt die Entfernung der Zelltrummer durch 
eine Zentrifugation zwischen 5.000 g bis 20.000 g fur 30 
15 bis 60 Minuten. Dieses Verfahren hat den Nachteil, 
daG es sehr zeit- und arbeitsaufwendig ist und sich nicht 
automatisieren laGt. 

Die DE-A 36 39 949 beschreibt ein Verfahren zur 
Isolierung und Reinigung langkettiger Nukleinsauren 35 
von anderen Substanzen aus Bakterien, Viren, tieri- 
schen und pflanzlichen Geweben und Zellen sowie Kor- 
perflussigkeiten, insbesondere Zellinhaltsstoffen und/ 
Oder deren Abbauprodukten sowie Bestandteilen der 
Korperflussigkeiten, die nicht langkettige Nukleinsauren 40 
sind. Dabei werden die langkettigen Nukleinsauren 
nach einem schonenden AufschluG und Entfernung der 
Zellbruchstucke und anderer ungeloster Bestandteile 
an einem Anionenaustauscher fixiert, wahrend die ab- 
zutrennenden Substanzen ausgewaschen werden. Da- 45 
nach werden die fixierten Nukleinsauren mit einem Puf- 
fer hoher lonenstarke von der Matrix wieder abgelost. 

Aus der DE-A 37 17 211 ist ein Verfahren bekannt 
zurTrennungund Reinigung von Biopolymeren, wie Nu- 
kleinsauren, wobei die Nukleinsauren an einer in einer so 
speziellen Vorrichtung angeordneten Matrix adsorbiert 
werden. Die Pufferbedingungen sind dabei so einge- 
stellt, daG die Nukleinsauren uberwiegend adsorbiert 
werden, wahrend storende Substanzen, wie Proteine, 
niedermolekulare Stoffe-oder auch Zelltrummer, nicht 55 
gebunden werden. 

In "Isolierung, Fraktionierung und Hybridisierung 
von Nukleinsauren, eine Einfuhrung und methodische 
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Anleitung", herausgegeben von Ulrich Wobus, Verlag 
Chemie, 1980 werden Methoden zur Isolierung von Nu- 
kleinsauren beschrieben. Daraus geht hervor, daG 
hochmolekulare Ribonukleinsauren in Salzlosungen > 
1 ,5 M Natriumchlorid unloslich sind und ausfallen. Diese 
Prazipitation wird jedoch als nicht effizient angesehen, 
so daG in dieser Monograph ie b ere its men rf ache Wie- 
derholungen der Prazipitationsschritte mit hoher Salz- 
konzentration empfohlen werden. 

Eine effiziente Trennung sowohl von DNA-Restrik- 
tionsfragmenten undamplifizierten Produkten der Poly- 
merase-Kettenreaktion wird in J. Chromatogr., 1990, 
512, 433 - 444 beschrieben. Als Chromatographiema- 
terial wird ein lonenaustauscher DEAD-NPR-Material 
mit 2,5 jjjti groGen, nicht porosen Partikeln verwendet. 

Nukleinsaure aus Hefen wurden gemaG Biochemi- 
stry 1972, 4848 an Poly(L-Lysine) -beschichtetem Kie- 
selguhr getrennt. Ebenso wurde bereits mitochondriale 
DNA an solchen chromatographischen Materialien ge- 
trennt. 

In Chromatographia, 1 984, 1 9, 236 - 9 wird die Ver- 
wendung von mehrdimensionaler Chromatographie zur 
Isolierung von synthetischen Oligodeoxyribonukleoti- 
den im praparativen MaGstab beschrieben. In einem er- 
sten Schritt wird dabei zunachst eine Size-Exclusion- 
Chromatographie an Sephadex G-15 durchgefuhrt, ge- 
folgt von einer Size-Exclusion-Chromatographie mit ei- 
ner HPLC-lonenaustauschersaule (Partisil-10 SAX). 
Daren schlieGt sich eine hydrophobe Chromatographie 
mittels HPLC (Nucleosil C18) an. 

Ober die Eignung von hydrophob beschichteten 
Glaspartikeln zur Durchfuhrung von adsorptions-chro- 
matographischer Reinigung von Nukleinsauren wird in 
J. Biochem. 94, 163-169 (1983) berichtet. 

Nachteilig an diesem stellvertretenden Stand der 
Technik ist die Tatsache, daG ein Zentrifugationsschritt 
zur Entfernung der Zellbruchstucke und der ungelosten 
Bestandteile aus dem Zell-Lysat notwendig ist. Ein wei- 
teres Problem besteht darin, daG die Nukleinsauren 
durch die Elution in Puffern hoher lonenstarke von den 
in groGer Konzentration vorhandenen Salzen befreit 
und gleichzeitig konzentriert werden mussen. In den al- 
lermeisten Fallen sind die weiteren Verfahrensoperatio- 
nen mit den so gewonnenen Nukleinsauren nur mit Puf- 
ferbedingungen moglich, die geringere lonenstarken 
aufweisen. Die Entfernung der in hoher Konzentration 
im Puffer gelosten Salze kann auch durch Diaiyse erfol- 
gen, jedoch fuhrt dies zu merkiicher Degradation der 
Nukleinsauren in den entsprechenden Proben. Nach 
der Diaiyse muG die entsalzte Nukleinsaure durch eine 
Gefriertrocknung konzentriert werden. Eine andere Art 
der Konzentrierung erfolgt durch eine Fallung der Nu- 
kleinsaure mit Ethanol, Isopropanol, Polyethylenglykol 
(PEG). Die Nukleinsauren sind in diesem System nicht 
loslich und fallen aus. Die ausgefallenen Nukleinsauren 
mussen jedoch durch einen Zentrifugationsschritt pelle- 
tiert werden. Das Nukleinsaurepellet wird kurz getrock- 
net und anschlieGend in einem kleinen Volumenpuffer 
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sehr niedriger Salzkonzentrationen gelost, um elne kon- 
zentrierte salzfreie Nukleinsaureprobe zu erhalten. 
Durch diese Zentrifugations- und Fallungsverfahren ist 
eine einfache und schnelle Gewinnung von Nukleinsau- 
ren nicht mdglich und eine Automatisierung laGt sich nur 
schwer durchfuhren. Andererseits steigt der Bedarf 
nach einfachen und automatischen Verfahren zur Pre- 
paration von Nukleinsauren durch das Vordringen der 
Molekularbiologie in die klinische Diagnostik sowie die 
Sequenzierung des menschlichen Genoms. Dabei sind 
jeweils groGe Probenmengen aufzuarbeiten. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische 
Problem besteht darin, ein Verfahren bereitzustellen, 
das es ermoglicht, Nukleinsauren zu isolieren und zu 
reinigen, ohne daG ein Zentrif ugationsschritt zur Entfer- 
nung der Zellbruchstucke oder ungeloster Bestandteile 
des Zell-Lysats notwendig ware und, ohne daG die Nu- 
kleinsauren in Puffersystemen hoher Salzkonzentratio- 
nen anfatlen, wobei die Nukleinsauren einen nachge- 
schalteten Entsalzungs- und Konzentrierungsschritt 
notwendig machen. Das bereitzustellende Verfahren 
soil die Nukleinsauren praktisch in einem direkt weiter- 
verarbeitbaren Zustand liefem. Ein weiterer Aspekt des 
genannten technischen Problems besteht in der Schaf- 
fung einer Vorrichtung, mit der das Verfahren in beson- 
ders vorteilhafter Weise ausgef uhrt werden kann. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische 
Problem wird in Oberraschend einfacher Weise durch 
ein Verfahren gelost, daG durch die Merkmale des An- 
spruchs 1 , 34, 36 charakterisiert ist. Die daran anschlie- 
Genden Verfahrensanspruche betreffen bevorzugte 
Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaGen Verfah- 
rens. 

Eine Vorrichtung, mit der das erfindungsgemaGe 
Verfahren in besonders vorteilhafter Weise ausgefuhrt 
werden kann, ist durch die Merkmale des Anspruchs 16, 
35, 37 charakterisiert. Diedarauf zuruckbezogenen Un- 
teranspruche betreffen weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsformen der erfindungsgemaGen Vorrichtung. 

Zunachst werden die Zellen, deren Nukleinsaure 
isoliert werden sollen, in ublicher Weise auf geschlossen 
und die Zelltrummer werden entfernt. Dies kann mittels 
Filtration oder Zentrif ugation geschehen. Vorzugsweise 
erfolgt die Gewinnung der ktaren Zell-Lysate durch eine 
Filtration uber eine stufenweise oder asymmetrisch auf- 
gebaute Filterschicht. Das die Nukleinsauren enthalten- 
de Filtrat kann sofort mit Anionenaustauschern behan- 
delt werden. Als Anionenaustauscher kann ein handels- 
ubliches Material ausgewahlt werden, welches eine Bin- 
dung der zu isolierenden Nukleinsaure unter den jewei- 
ligen Praparationsbedingungen erlaubt. Die Anionen- 
austauscher sind vorzugsweise oberflachenmodifizier- 
te Trager aus einer Matrix, vorzugsweise bestehend aus 
Agarose, Dextran, Zellulose, Aery lam id, Polyvinylalko- 
hol, Polystyrol, Glas, Aluminiumoxid, Titan dioxid, Zirko- 
niumdioxid oder Silicagel, wie zum Beispiel DEAE-Se- 
pharose R , Q-Sepharose R , DEAE-Sephadex R , DEAE- 
Toyopearl R , Amberlite R , Nukleogen R , Qiagen R Die An- 
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ionenaustauscher konnen porose Tragermaterialien mit 
einer zur Wechselwirkung geeigneten inneren Oberfla- 
che hoher Kapazitat oder nicht porose Tragermateriali- 
en sein,- die nur auf der auGeren Oberflache eine Wech- 

s selwirkung mit dem zu- trennenden Gemisch eingehen. 
Ganz besonders bevorzugt handelt es sich bei dem An- 
ionenaustauscher um ein Material auf Basis von Silica- 
gel, das eine PartikelgrdGe von 1 bis 250 um, vorzugs- 
weise 10 bis 50 jim und ganz besonders bevorzugt 15 

10 bis 25 jim und einen Porendurchmesser von 1 bis 2.500 
nm, bevorzugt 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 1 00 
bis 400 nm, aufweist. Als Anion enaustauschermaterial 
hat sich insbesondere ein Material mit hoher Oberfla- 
chenladung und hoher Bindungskapazitat fur Nuklein- 

1S sauren erwiesen. Die Modifizierung des Silicagels er- 
folgt vorzugsweise durch Silanisie-rung des f ragerma- 
terials, wie beispielsweise in der EP-A 83 901 065, DE- 
A-39 35 098 und US-A-5,057,426 offenbart. In der EP- 
A 83 901 065 wird zum Beispiel gamma-Glycidyloxypro- 

20 pyltrimethoxysilan und N,N-Dimethylaminoethanol zur 
Modifizierung des Tragermaterials verwendet. 

Die Adsorption der Nukleinsauren erfolgt unter Be- 
dingungen, wie sie typischerweise bei niedrigen Salz- 
konzentrationen vorliegen. Vorzugsweise sind dies 

2$ niedrigere Salzkonzentrationen als solche mit der die 
Nukleinsauren von der Saule eluiert werden konnen. Je 
nach verwendeten lonenaustauschermateriaiien und 
pH-Werten kann die Salzkonzent ration dabei 0,25 bis 
1,5 M betragen. 

30 Nach der Adsorption der Nukleinsauren an dem An- 
ionenaustauschermaterial kann sich mindestens ein 
Waschschritt mit Puffer geringer lonenstarke anschlie- 
Gen. 

Vorzugsweise befindet sich das ionenaustauscher- 
35 material dabei in einem uberwiegend zylindrischen 
Hohlkorper einer Saule. Die Saule wird dann mit einer 
Salzldsung gewaschen, deren lonenstarke so hoch wie 
mdglich ist, ohne daG die erwunschte Nukleinsaure 
eluiert wird. Damit werden niedermolekulare und 
40 schwach geladene Verunreinigungen und Proteine aus- 
gewaschen. 

Um unnotige Ausbeuteverluste zu vermeiden, kann 
es vorteilhaft sein, zwischen dem Adsorptionsschritt 
und dem Elutionsschritt oder als letzten Waschschritt ei- 

46 ne Konditionierung der betreffenden Adsorptionsmate- 
rialien durchzufuhren, indem eine -moglichst hohe lo- 
nenstarke insbesondere in dem Bereich, in dem die spa- 
tere Adsorption der Nukleinsaure unter Hochsalzbedin- 
gungen erfolgen soli, eingesetzt wird. Dazu kann insbe- 

so sondere eine Losung zur Aquiltbrierung und Konditio- 
nierung verwendet werden, die einer lonenstarke von 
etwa 1,5 M Natriumperchlorat bei einem pH von unge- 
fahr 5 entspricht. 

Entsprechend befindet sich das Material zur Bin- 

ss dung der Nukleinsauren unter Bedingungen hoher lo- 
nenstarke in einem separaten uberwiegend zylindri- 
schen Hohlkorper. Die von dem lonenaustauscherma- 
terial desorbierte Nukleinsauref raktion wird in der hoch 
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salzhaltigen Fraktion in die Kartusche ode r die Saule mit 
dem Nukleinsauren unter Hochsalzbedingungen absor- 
bierenden Material gegeben. In einer bevorzugten Aus- 
f uhrungsform sind die jeweiligen Vorrichtungen mit den 
entsprechenden Adsorptionsmaterialien so aufeinan- s 
der abgestimmt, daB der Behalter mit dem Anionenaus- 
tauscher auf dem Behalter mit dem Nukleinsaure unter 
hohen lonenstarken bindenden Material ange-ordnet 
werden kann. 

Eine Konditionierung des Materials, das die Nukle- 10 
insauren bei hoher lonenstarke adsorbieren kann, ist 
insbesondere bei dieser Vorgehensweise besonders 
leicht mdglich. Die Konditionierung kann bereits da- 
durch ertolgen, daB das Material, das die Nukleinsauren 
bei hoher lonenstarke binden kann, mit entsprechend *5 
hochkonzentrierten Salzlosungen vorbehandelt wird. 
Es ist jedoch auch moglich, entsprechend vorbehandel- 
te Materialien zu verwenden, indem beispielsweise das 
Nukleinsaure absorbierende Material zunachst mit 
Salzlosungen hoher lonenstarke behandelt wird und da- 20 
nach das Losungsmittel verdampft wird, so daB sich in 
dem Nukleinsauren unter hohen lonenstarken absor- 
bierenden Material sehr hohe Salzkonzentrationen un- 
mrttelbar einstellen, wenn eine waBrige Losung damit in 
Verbindung gebracht wird. Vorteilhaft ist die Konditionie- 25 
rung aufgrund der Tatsache, daB die ersten Volumen- 
einheiten, die sich durch die Elution der Nukleinsauren 
vom Anionenaustauscher von diesem Material losen 
noch eine moglicherweise zu geringe Salzkonzentration 
aufweisen, urn hinreichend test an dem folgenden Ma- 30 
terial zu adsorbieren. Trifft nun ein relativ verdunnter 
Elutionstropfen vom Anionenaustauscher auf ein so 
konditioniertes Material, das Nukleinsaure unter Bedin- 
gungen hoher lonenstarke zu binden vermag, so stellt 
sich sofort eine hohe Salzkonzentration ein und die Nu- 35 
kle insauren werden an diesem Material adsorb iert. 

Danach kann die Nukleinsaure mit einem Puffer ho- 
her lonenstarke von dem Anionenaustauschermaterial 
desorbiert, urn dann unmittelbar im Elutionspuffer hoher 
lonenstarke mit einem mineralischen Trager gebunden 40 
zu werden. Nukleinsauren konnen in Gegenwart von 
chaotropen Salzen wie Natriumiodid, Natriumperchlorat 
an feingemahlenem Glas Oder Silicagel gebunden wer- 
den, wenn man die Nukleinsauren mit der feinen Glas- 
bzw. Silicagelsuspension versetzt und langere Zeit in- 
kubiert, urn eine Bindung der Nukleinsaure an das Sili- 
cagel zu ermoglichen (B. Vogelstein und D. Gillespie, 
1979, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 76, 615-19; Prepa- 
rative and analytical purification of DNA from agarose; 
R. Yang, J. Lis und B. Wu, 1979, Elution of DNA from so 
agarose after gel electrophoresis, Methods Enzymol. 
65, 176 - 182; M.A. Marko, R. Chipperfield und H.C. 
Birnboim, 1 982, A procedure for the large scale isolation 
of highly purified plasmid DNA using alkaline extraction 
and binding to glass powder, Anal. Biochem, 121, 382 ss 
-387). 

Die Adsorption der Nukleinsauren an die minerali- 
schen Trager kann Oberraschenderweise auch durch 
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Zugabe von niederen Alkoholen in die Probe erfolgen. 
In Frage kommen vorzugsweise Methanol, Ethanol, 
Propanol, Isopropanol sowie Butanol. Die bevorzugten 
Mengenbereiche, in denen die Alkohole der Probe zu- 
gesetzt werden, betragen 1 - 50% (v/v), soweit sie uber- 
haupt in diesen Bereichen in Wasser loslich sind. Des 
weiteren kann die Adsorption der Nukleinsauren auch 
durch Polyethylenglykole erreicht werden. Die verwend- 
baren Ethyl englykole weisen Molekulargewichte von 
1.000 bis 100.000, insbesondere 6.000 bis 8.000, auf. 
Polyethylenglykol kann in Bereichen von 1 - 30% der 
Probe zugesetzt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeigt Oberra- 
schenderweise, daB Nukleinsaure auch beim Passieren 
von sehr dunnen Schichten von Glas oder Silicagel ef- 
fizient adsorbieren, obwohl die Verweilzeit nur 1 - 30 Se- 
kunden betragt. Es zeigt sich auch, daB eine Bindung 
in hohen Natriumchlorid- und Lithiumchloridkonzentra- 
tionen erfolgt und chaotrope Salze nicht notwendig sind. 
Auch ist bisher eine Kombination aus Anionenaustau- 
scher und Silicagel nicht beschrieben, wobei der Anio- 
nenaustauscher die Reinigung der Nukleinsaure uber- 
nimmt und bei den Konzentrationen von 0,25 M - 1 ,5 M 
Salz zwar die Verunreinigungen, wie Metaboliten, Pro- 
teine und teiiweise RNA, Polysaccharide entfemt wer- 
den, aber diese unter den gegebenen Bedingungen 
nicht an die nachgeschaltete Silicagelschicht adsorbie- 
ren konnen, und die Silicagel-schicht die Entsalzungs- 
und Konzentrationsaufgabe ubemimmt, wenn die Nu- 
kleinsaure im folgenden Schritt mit einer Salzkonzen- 
tration vom Anionenaustauscher eluiert wird, die hoch 
genug ist die Nukleinsaure an die Silicagelschicht ad- 
sorbieren kann. 

Als Puffersalze in den angegebenen Konzentratio- 
nen kommen fur den Adsorptionsschritt an den minera- 
lischen Trager folgende in Betracht: 



Salz 


Konzentration 


NaCI 


3-5M 


NaCI04 


5-7M 


Gu-HCI 


5-7M 


Nal 


3-5M 



Die Behandlung mit der Salzlosung kann einfach 
durch Auftropfen auf den Filter und Absaugen erfolgen. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Silica- 
gelschicht mit einer Perchloratlosung, pH 6,5 bis 8,5, 
insbesondere pH 7 bis 8, behandelt. Dies erfolgt zweck- 
maBig durch Pipettieren und Durchsaugen. Besonders 
bevorzugt wird hierzu eine Losung, die 4 bis 8 M 
NaCI04, 5 bis 20 mM Tris-HCI, pH 7 bis 8 und 0,5 bis 2 
mM EDTA enthalt, verwendet. Nach dem Entfernen der 
chaotropen Losungen, insbesondere der Natriumper- 
chloratlosung, wird vorzugsweise mitwaBrigem Ethanol 
nachgewaschen, zum Beispiel mit 50 bis 90%-igem 
Ethanol. 
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Nach dem Trocknen der Filter erfolgt dann die Elu- 
tion in ublicher Weise mit einer verdunnten waBrigen 
Salzldsung, wie z. B. in Anal. Biochem. 101, 339 - 341 
(1980) beschrieben. Ein bevorzugtes Elutionsmittel ist 
0,5 bis 2 mM Tris-HCI, pH 7 bis 8, enthaltend 0,05 bis 
0,2 mM EDTA, im folgenden als TE bezeichnet. Beson- 
ders bevorzugt wird ein pH-Wert von 7,5 bis 8,5. Ein an- 
dares geeignetes Elutionsmittel sind verdunnte Deter- 
gensldsungen, wie zum Beispiel 0,1% SDS, die jedoch 
weniger bevorzugt werden. 

Es hat sich gezeigt, daB auBer Silicagel auch an- 
dere mineralische Trager zur Adsorption der Nuklein- 
saure geeignet sind. In einer bevorzugten Form wird je- 
doch Silicagel der PartikelgroBe 1 bis 250 um, bevor- 
zugt 1 bis 50 u,m, insbesondere 1 - 5 u/n, eingesetzt. 
Die Entsalzungsschicht kann als eine lose geschuttete 
Schicht, die zwischen zwei PE-Fritten eingeschlossen 
ist, in der Extraktionssaule eingesetzt werden. Eine an- 
dere Ausfuhrungsform beinhaltet die Anwendung der 
mineralischen Trager in Membranform nach EP 0 323 
055 (07.12.1988, 3M, Composition Chromatographic 
Article). 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen Nu- 
kleinsauren verschiedenster Provenienz getrennt und 
prapariert werden. Dabei ist es gleichgultig, ob die Nu- 
kleinsauren aus Bakterien, Zeilkulturen, Blut, Gewebe, 
Urin, Viren Oder aus Amplifikationsreaktionen, wie PCR 
(Polymerase Chain Reaction), SSSR (Self-Sustained- 
Sequence Replication), Ligase-Chain-Reaction und 
ahnlichen Reaktionen stammen, Oder ob es sich urn 
markierte Nukleinsauren, wie in Biotin markierte, fluo- 
reszenzmarkierte oder radioaktiv markierte Nukleinsau- 
ren handelt. Als Nukleinsaure kommen Nukleinsauren 
in einem GroBenbereich vom 10 Nukleotiden bis 
200.000 Nukleotiden in Betracht. Als Nukleinsauren im 
Sinne der Erfindung werden Oligonukieotide von 10 bis 
100 Nukleotiden, RNA mit 50 bis 25.000 Nukleotiden, 
Plasmid-DNA mit 2.500 bis 25.000 Basenpaaren, Cos- 
mid-DNA mit 5.000 bis 60.000 Basenpaaren oder geno- 
mische DNA mit 1 00 bis 200.000 Basenpaaren verstan- 
den. 

Die nach Schritt d) des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens erhaltene Nukleinsaurefraktion oder -fraktionen 
werden in Losungen mit geringer Salzbelastung erhal- 
ten. Es ist somit moglich, die fur die weitere Prozessie- 
rung erforderlichen Pufferbedingungen nachtraglich 
einzustellen. In besonders vorteiihafter Weise wird die 
an dem Silicaglas gebundene Nukleinsaure bereits in 
dem zur Weiterverarbeitung bestimmten Puffer eluiert. 

Die isolierten Nukleinsauren werden fur die unter- 
schiedlichsten Anwendungen eingesetzt. Besonders 
haufig erfolgt die enzymatische Umsetzung mit Restrik- 
tionsenzymen, Polymerasen und Ligasen zur Restrikti- 
onsanalyse, Sequenzierung, Markierung mit Radioakti- 
vitat oder nicht radioaktiven Markern, wie Biotin, FITC, 
Digoxigenin und der Amplifikation mit Hilfe der PCR, 
SSSR (Self-Sustained-Sequence Replication) und Li- 
gase-Chain-Reaction. 



Das erfindungsgemaBe Verfahren ist insbesondere 
fur die Isolierung und Preparation von Plasmid-DNA und 
genomischer DNA geeignet. 

Die Figuren zeigen bevorzugte Ausfuhrungsformen 

s der erfindungsgemaBen Vorrichtung, wobei die ver- 
schiedenen Adsorptionsmaterialien fur die Nukleinsau- 
ren in einer Vorrichtung vereint sind. 

Die Figur 1 zeigt eine Vorrichtung zur Durchfuhrung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens, die aus einem 

io Hohlkorper 1 mit einer EinlaBoffnung 7 und einer Aus- 
laBoffnung 8 besteht. Der Hohlkorper besteht vorzugs- 
weise aus Pofypropylen (PP), Polyethylen (PE) , Poly- 
methylmethacrylat (PMMA), Polytetrafluorethylen (PT- 
FE), Pofyethylterephthalat (PET) oder Polyacrylnitril 

'5 (PAN). Im Hohlkorper 1 ist zwischen zwei Fixiereinrich- 
tungen 5, 6 ein pulverformiges erstes Material aus ei- 
nem mineralischen Tragermaterial 10 angeordnet. Im 
Hohlkorper 1 befindet sich ein zweites pulverformiges 
Material 11 aus einem mineralischen Tragermaterial 

20 zwischen dem ersten Material 10 und der AuslaBoff- 
nung 8. Die ersten und zweiten Materialien 10, 11 wei- 
sen unterschiedliche Adsorptionscharakteristikafur Nu- 
kleinsauren auf. Die Unterschiede in den Adsorptions- 
charakteristika werden durch unterschiedliches Adsorp- 

25 tionsverhalten in Puffern hoher bzw. niedriger lonen- 
starken bestimmt. Werden zum Beispiel Nukleinsauren 
vom ersten Material 10 unter Bedingungen niedriger lo- 
nenstarke gebunden, so muB das zweite Material 11 in 
der Lage sein, Nukleinsauren unter Pufferbedingungen 

30 niedriger lonenstarke ungehindert passieren zu lassen, 
wohingegen unter Bedingungen hoher lonenstarke die 
Nukleinsaure vom ersten Material 10 desorbiert und an 
dem zweiten Material 11 adsorbiert wird. 

Vorzugsweise besteht das erste putverformige Ma- 
ss terial 10 aus einem Anionenaustauscher aus oberfla- 
chenmodifizierten Tragermaterialten auf Basis von Aga- 
rose, Dextranen, Cellulose, Acrylamid, Polyvinylalko- 
hol, Polystyrol, Glas, Aluminiumoxid, Titanoxid, Zirkoni- 
umdioxid oder Silicagel, insbesondere Anionenaustau- 

40 scher der oben genannten Art auf Silicagelbasis. Der 
vorzugsweise basische lonenaustauscher weist eine 
PartikelgroBe von 1 bis 250 um, bevorzugt von 10 bis 
40 ujn, insbesondere 15 bis 25 urn, und einem Poren- 
durchmesser von 1 bis 2.500 nm, vorzugsweise 10 bis 

45 500 nm, insbesondere 200 bis 400 nm, auf. 

Das zweite Material 1 1 ist ein mineral isches Trager- 
material, insbesondere aus Silicagel, Glas, Zeolith, Alu- 
miniumoxid, Titandioxid, Zirkoniumdioxid, Kaolin, Kie- 
selalgen, vorzugsweise ein Silicaglas, gegebenenfalls 

so jn Form einer Silicagelsuspension. Das zweite Material 
11 weist vorzugsweise eine PartikelgroBe von 1 bis 250 
urn, insbesondere 1 bis 30 urn, bevorzugt 1 bis 5 um 
auf. 

Die Einrichtungen 5 und 6 bestehen vorzugsweise 
55 aus gesintertem Glas (Fritten) oder Membranen aus 
Kunststoff, wie Polyethylen, PTFE, Polypropylen, Glas, 
Keramik, Nylon oder ein Vlies aus Polypropylen, Poyle* 
thylen, Nylon. Die Porositat der Einrichtungen 5, 6 be- 
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tragt vorzugsweise 10 bis 500 jam. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der er- 
findungsgemaBen Vorrichtung zeigt die Figur 2. Dort ist 
das erste Material 10 und das zweite Material 11 so im 
Hohlkorper 1 angeordnet, daB die Materialien 10, 11 di- 
rekt aneinandergrenzen und zwar in getrennten Schich- 
ten, die gemeinsam von den Fixiereinrichtungen 5, 6 ge- 
halten werden. Vorzugsweise kann das Material durch 
eine Trenneinrichtung 13 getrennt werden, wobei die 
Trenneinrichtung 13 eine porose Scheibe, vorzugswei- 
se aus gesintertem Glas, ode r eine Kunststoffmembran, 
Oder Gewebe, vorzugsweise aus Nylon, ist. 

Die Figur 3 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung, wobei 
das zweite Material 11 in dem einen Kanal bildenden 
AuslaB 1 8 zwischen den Fixiereinrichtungen 5, 1 5 f ixiert 
ist. Die einen Kanal bildende AuslaBoffnung 18 weist ei- 
nen geringeren Querschnittals der Hohlkorper 1 auf und 
mundet vorzugsweise in einem Kanal 18a, dessen 
Querschnitt geringer als derjenige des Kanals 18 ist. 
Das erste Material 10 befindet sich im Lumen des Hohl- 
korpers 1 im Bereich des groBeren Durchmessers und 
ist durch die Einrichtung 6, 1 6 fixiert. Es kann dabei vor- 
teilhaft sein, das erste und zweite Material 10, 11 anein- 
andergrenzen zu lassen, so daft diese nur durch eine 
gemeinsame Einrichtung 17 getrennt sind (siehe Figur 
4). 

Die Figur 5 beschreibt eine weitere bevorzugte Aus- 
fuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung, die 
im Hohl korper neben den Schichten aus einem ersten 
und zweiten Material 10, 11 eine weitere Schicht 12 auf- 
weist, die uber dem ersten Material 10 angeordnet ist. 
Die Schicht 12 ist als mechanische Filtereinrichtung 
ausgebildet. Vorzugsweise ist die dritte Schicht 12 ein 
asymmetrischer Filter; wobei die PorengrdBen des Fil- 
ters in FlieBrichtung der Probe, also von Zufuhrungsoff- 
nung 7 zur AuslaBoffnung 8 bzw. 18, abnimmt. Damit 
konnen auch noch in der Probe befindliche Zelltrummer 
entfernt werden, ohne daG die Gefahr einer Verstopf ung 
der Vorrichtung besteht. 

Die Materialien 10 und 11 konnen in samtlichen 
Ausfuhrungsformen der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung entweder pulverformig und/oder als PreB korper 
ausgebildet sein. Wenn die Materialien 10, 11 in Parti- 
kelform vorliegen, kann es empfehlenswert sein, diese 
in einem Tragernetz aus inerten Kunststoffen einzubet- 
ten, so daB die Schichten in Form einer Membran vor- 
liegen-gemaB US-PS 4,810,381 und US-PS 4,699,717 
sowie in der DE 41 27 276 vorgeschlagen. Das Trager- 
netz kann aus Teflon bestehen. 

Die Figur 6 beschreibt eine weitere bevorzugte Aus- 
fuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung, wo- 
bei acht einzelne, getrennte Vorrichtungen gemaB Figur 
2 aneinandergrenzen und eine Achtereinheit bilden. Der 
Vorteil dieser Ausfuhrungsform, die mit jeder der in 1 - 
5 beschriebenen Einzelformen durchfuhrbar ist, liegt in 
der parallelen Preparation von 8 Proben -unter Zuhilfe- 
nahme von Mehrkanalpipetten. Diese Form kann auch 
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12 mal aneinandergesetzt hergestellt werden, wobei 96 
Proben prozessierbar werden. Der groBe Vorteil ist 
dann gegeben, wenn das international standardisierte 
Mikrotiter-Format verwendet wird. 
5 Die Figur 7 beschreibt eine Vorrichtung, die in ei- 
nem zylindrischen Hohlkorper 1 mit EinlaBoffnung 7 und 
AuslaBoffnung 8 ein Anionenaustauschermaterial 10 
zwischen zwei Einrichtungen 6 und 5 fixiert enthalt. Dar- 
auf ist aufgesteckt ein weiterer zylindrischer Hohlkorper 
10 in dessen Lumen verschiedene Filterschichten ange- 
ordnet sind. Die Filterschichten 20, 21, 22 konnen aus 
gesintertem Polyethylen, Polypropylen, PTFE, Glas, Si- 
licagel, Aluminiumoxidodergeschutteten Diatomeener- 
de, z.B. Ceilit Oder Silicagel bestehen. Aber auch ver- 
is webtes, verklebtes Vlies in Form von Polypropylen, Po- 
lyester, Glasfasern und Silica kommen in Betracht. Die 
Porositat der einzelnen Schichten betragt vorzugsweise 
1 5 uin bis 500 ujti in einer Dicke von 0,1 mm bis 1 0 mm. 
Die PorengroBe der Filterschicht wird, in FlieBrichtung 
20 gesehen, von Schicht zu Schicht geringer. In einer typi- 
schen Ausfuhrungsform betragt die GroBe der Poren in 
der Schicht 20 etwa 100 bis 300 |xm, in der Schicht 21 
30 bis 1 00 ujn und in der dritten Filterschicht 5 bis 30 um 
Die Figur 8 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
25 rungsform der Vorrichtung nach Figur 7, wobei als, in 
FlieBrichtung gesehen, oberste Filterschicht 23 eine hy- 
drophobe Schicht eingesetzt wird. Die hydrophobe 
Trennschicht 23 verhindert die unerwunschte Penetra- 
tion des rohen Zell-Lysats in die Filterschicht vor Beginn 
30 der eigentlichen Filtration. Die hydrophobe Trenn- 
schicht 23 besteht vorzugsweise aus versponnenem 
oder gesintertem Polypropylen, Polyethylen, Polyester 
Oder Polytetrafluoroethylen(PTFE)-Fasern, in einer Po- 
rositat von 10 jam bis 500 u.m und vor-zugsweise eine 
35 Dicke von 0,1 bis 5 mm. 

Die Figur 9 beschreibt eine Filtrationsvorrichtung, 
die ahnlich aufgebaut ist, wie die in den Figuren 7 und 
8 beschriebenen, mit dem Unterschied, daB verschie- 
dene Filterschichten mit abnehmender PorengroBe in 
40 einer einzigen Filterschicht 12 mit kontinuierlich abneh- 
mender PorengroBe verbunden sind. Die asymmetri- 
sche Filterschicht 12 ist vorzugsweise mit einer hydro- 
phoben Filterschicht 23 am oberen Ende, in FlieBrich- 
tung gesehen, versehen. Die asymmetrische Filter- 
45 schicht 12 besteht vorzugsweise aus versponnenem 
Polypropylen oder Polyesterfasern; kommerziell erhalt- 
lich sind Profile, beispielsweise von Pall Filtertechnik, 
Dreieich, Frankfurt, mit Porositatsabstufungen von 500 
bis50|im, 100bis10um, 50 bis 5 um sowie 10 bis 0,1 
50 um Die Dicke der asymmetrischen Filterschicht sollte 
vorzugsweise 1 mm bis 10 mm betragen. 

Die Figur 10 beschreibt Fiftrationseinrichtungen zur 
Abtrennung von Nukleinsauren im erfindungsgemaBen 
Sinne wobei auf die Filterkonfigurationen der Figur 9 zu- 
55 ruckgegriff en wird und wobei eine asymmetrische Filter- 
schicht mit einer hydrophoben Filterschicht 23 versehen 
ist. Im Hohlkorper 1 befindet sich anstelle des Anionen- 
austauschers 10 ein mineralischer Trager 11 , der in der 
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Lage ist, Nukleinsauren in hochkonzentrierten Salzld- 
sun gen zu adsorbieren. 

Die Figur 11 beschreibt eine Konfiguration in einer 
Verbindung der Figuren 9 und 10. Dabei wird der Vor- 
richtung, die in Figur 2 beschrieben wird, lediglich ein 
Filteraufsatz bestehend aus einem asymmetrischen Fil- 
ter 12 und einer hydrophoben Fiiterschicht 23 zugeord- 
net etwa durch Einstecken einer entsprechend ausge- 
bildeten Kartusche. 

Samtliche Einzelvorrichtungen, die in den Figuren 

I bis 5 und 7 bis 11 naher beschrieben worden sind, 
lassen sich in einem Mikrotiterstreifen bestehend aus 8 
aneinandergesetzten Einzelvorrichtungen anordnen. 
Beispielhaft ist dies noch einmal in den Figuren 12 bis 
14dargestellt. 

Die Figur 1 2 zeigt eine Filtrationsvorrichtung mit An- 
ionenaustauscher, wobei ein Mikrotiterstrip oder eine 
Mikrotiterplatte mit 8 bzw. 8x12 Vertiefungen gezeigt 
wird. In der Vorrichtung gemaG Abbildung 12 befindet 
sich eine asymmetrische Filtrationseinrichtung in einer 
aufsteckbaren Kartusche aut dem zylindrischen Hohl- 
korper 1, der eine Anionenaustauscherschicht zwi- 
schen den Einrichtungen 5, 6 fixiert enthalt. 

Die Figur 13 betrifft eine Filtrationsvorrichtung, die 
anstelle des Anionenaustauschermaterials ein minera- 
lisches Tragermaterial besitzt, welches in der Lage ist, 
Nukleinsauren in hohen Salzkonzentrationen zu adsor- 
bieren. Vorzugsweise befindet sich eine Silicagelschicht 

II angeordnet zwischen zwei Einrichtungen 5 und 6. 

Die Figur 1 4 zeigt eine Kombination der Anordnung 
gemaG Figur 2 sowie einer asymmetrischen Fiiter- 
schicht mit hydrophober Fiiterschicht, die uber dem 
Hohlkorper 1, in FlieBrichtung der Probe gesehen, an- 
geordnet ist. 

Die erfindungsgemaGe Vorrichtung, insbesondere 
die in Figur 3 oder 4 naher erlauterte Vorrichtungen, sind 
besonders vorteilhaft, da die Elution der Nukleinsaure 
aus dem zweiten Material 11 mit nur sehr geringen Flus- 
sigkeitsmengen gewahrleistet ist. 

Der DurchfluG der Probe durch die erfindungsge- 
maGe Vorrichtung wird grundsatzlich durch die Schwer- 
kraft bewirkt, jedoch kann zur Beschleunigung der Rei- 
nigung und Trennung der Nukleinsauren ein Uberdruck 
an der Offnung 7 bzw. ein Unterdruck an der Offnung 8 
bzw. 18angelegtwerden. Eine weitere bevorzugte Aus- 
fuhrungsform der erfindungsgemaGen Vorrichtung ver- 
wendet als asymmetrische Filter solche aus gesinter- 
tem Glas mit abnehmender PorengroGe oder uberein- 
andergeschichtete Kunststoffmembranen mit abneh- 
mender PorengroGe in FlieBrichtung der Probe durch 
den Hohlkorper. 

Nukleinsauren aus Zellen und anderen Quelien 
konnen ohne Zentrifugation, Phenol/Chloroform-Ex- 
traktion und ohne Alkoholfallung erhalten werden, wo- 
bei die Nukleinsaure am Ende des Verfahrens in kon- 
zentrierter Form in Wasser oder Puffer niedriger Salz- 
konzentration vorliegt und somit direkt fOr anschlieGen- 
de enzymatische Reaktionen einsetzbar ist. Ein weite- 



rer Vorteil besteht darin, daG der Einsatz von teuren La- 
boreinrichtungen vermieden werden kann. Die Elution 
kann beispielsweise durch Schwerkraft bewirkt werden 
und muG nicht mittels sogenannter HPLC-Gerate durch- 

5 gefuhrt werden. 

Die Herstellung einer Silicagel-Anionenaustau- 
scher/Silicagel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise 
dadurch, daG ein Polypropylen-GefaG passend in ein 
handelsubliches 1 ,5 ml Zentrif ugen-gefaG, unten mit ei- 

10 ner 50 um Polyethylen-Fritte (porose Fiiterschicht aus 
Potyethylen, 1 ,5 mm dick) verschlossen und mit 50 mg 
Silicagel (Lichrosphere Si 100, 16 - 24 urn; Merck, 
Darmstadt, FRG) uberschichtet wird. Diese Silicagel- 
schicht wird mit einer zweiten porosen Polyethylen-Frit- 

1$ te verschlossen und die zweite Fritte mit 1 00 mg Silica- 
gel- An ionenaustauscher (Qiagen, Fa. Diagen, Dussel- 
dorf, FRG), PartikelgroGe 16 bis 23 ujtti Oberschichtet 
undabschlieGend mit einer dritten porosen Polyethylen- 
Fritte verschlossen. 

20 Die Herstellung einer Agarose-Anionaustauscher/ 
Silicagel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise da- 
durch, daG ein Polypropylen-GefaG unten mit einer 50 
ujti Polyethylen-Fritte (porose Fiiterschicht aus PE; 1,5 
mm dick) verschlossen und mit 50 mg Silicagel (Lichro- 

25 sphere Si 100, 16 - 24 u/n) uberschichtet wird. Diese 
Silicagelschicht wird mit einer zweiten Polyethylen-Frit- 
te verschlossen und die zweite Fritte mit 0,5 ml DEAE- 
Sepharose FF (Fa. Pharmacia, Freiburg, FRG), Parti- 
kelgroGe 45 - 165 ujti uberschichtet und abschlieGend 

30 mit einer dritten porosen Polyethylen-Fritte verschlos- 
sen. 

Die Herstellung einer Anionenaustauscher-Mem- 
brane/Silicagel-Membran-Extraktions-Saule nach Figur 
3 erfolgt vorzugsweise dadurch, daG in ein Polypropy- 

35 len-GefaG auf eine Polyethylen-Fritte eine 1 mm dicke 
Empore R Silicagelmembrane (3) (3M Corp. St. Paul, 
MN, USA), ein 0,2 mm dickes Polypropylen-Vlies und 1 
mm dicke Anionenaustauscher-Membrane bestehend 
aus 16 bis 23 u/n Qiagen Anionenaustauscher Partikel 

40 (Diagen GmbH, Dusseldorf, FRG) plaziert wird. 

Die Herstellung einer Anionenaustauscher/Silica- 
gel-Mikrotiterstreifen-Extraktions-Saule erfolgt wie be- 
schrieben: Ein Mikrotiterstreifen mit 8 oder 96 Positio- 
nen wird mit einer DEAE-Silicagel-Membran und einer 

45 Silicagel-Membran gefullt. In eine Bohrung eines Mikro- 
titerstreif ens werden eine 0,75 mm dicke Silicagelmem- 
bran, hergestellt aus Sident 9 Silicagelpartikeln (Fa. De- 
gussa, Frankfurt, FRG), eine 0,2 mm dicke Polypropy- 
len-Vlies-Schicht und eine 0,8 mm dicke Anionenaus- 

50 tauscher-Membran hergestellt aus Qiagen, 16 - 23 u/n 
(Fa. Diagen, Dusseldorf, FRG) eingepaGt. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
weiter erlautert. 

55 
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Beispiel 1 

Preparation von Plasmid DNA 

Eine 1 00 ml Kultur in LB-Ampicillin Medium mit pUC s 
1 8 transformierten HB 1 01 E. coli Zellen wird 1 0 Minuten 
bei 5.000g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10 ml 50 
mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 u.g/ml RNase 
A resuspendiert. 

Urn die Zelle zu lysiere-n, werden 10 ml 0,2 M Na- 
OH, 1% SDS zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Danach wird mit 10 ml 3M K-Acetat, 2 M Es- 
sigsaure neutral isiert, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Das Lysat wird 30 Minuten bei 15.000 g zen- 
trifugiert undder Uberstand vorsichtig abgehoben. 1 ml 
klares Zell-Lysat wird auf eine DEAE-Anionenaustau- 
scher/Silicagel-Zentrifugations-Extraktions-Saule pi- 
pettiert und die Probe durch die Austauscherschicht 1 
Minute bei 2.500 g zentrifugiert. Die Extraktionssaule 
wird mit 0,8 ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, 
pH 7,0 und mit 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0, 
0,8 ml 1 M NaCI0 4 gewaschen, urn RNA und Proteine 
zu entfemen. Die DNA wird mit 7 M NaCI0 4 , 15% Etha- 
nol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 eluiert und dabei direkt 
an die Siiicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssau- 
le wird mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100mM NaCI, 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser 
gewaschen. Spuren an EtOH werden eventuell durch 
eine weitere Zentrifugation entfernt. Anschlie3end wird 
die DNA mit 50 uJ 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0 
durch Zentrifugieren eluiert und in neuen 1,5 ml Rohr- 
chen aufgefangen. Die eluierte DNA kann dann direkt 
in einer enzymatischen Reaktion wie zum Beispiel Re- 
striktionsspaltung, Markierung, Sequenzierung oder 
Amplifikation eingesetzt werden. 

Beispiel 2 

Parallele Preparation von Plasmid DNA 

8 DEAE-Silicagel-Membran/Silicagel-Extraktions- 
Saulen werden auf einer Vakuumkammer aufgesetzt. 8 
x je 1 ml eines Plasmid DNA enthaltenen Zell-Lysates 
werden unter Vakuum (20 bis 750 mbar) durch die Ex- 
traktionssaulen gesaugt. Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 
und mit 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0, 0,8 ml 
1 M NaCI0 4 gewaschen, urn RNA und Proteine zu ent- 
femen. Die DNA wird mit 7 M NaCI0 4 , 15% Ethanol, 10 
mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustauscher- 
Schicht eluiert und dabei direkt an die Siiicagel-Schicht 
gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 70% 
Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und 
mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die Pro- 
benrdhrchen werden zur Entfernung der hochkonzen- 
trierten Salzlosung mit 0,8 ml 70% Ethanol, 1 00 mM Na- 
CI, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 und 0,8 ml 90% Ethanol/ 



Wasser gewaschen. Die in der Extraktionsschicht vor- 
handenen Ethanol-H 2 0-Reste werden durch ein Durch- 
saugen von Raumluft durch ein Vakuum f Or 1 - 2 Minuten 
verfluchtigt. AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 
50 uJ 1 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert. 

Beispiel 3 

Preparation von M13 Einzelstrang DNA 

1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 
30% PEG 6000, 1,5 M NaCI versetzt und nach 10 Mi- 
nuten Inkubation auf Eis 15 Minuten bei 15.000 g ab- 
zentrifugiert. Das Phagenpellet wird in 0,5 ml 0,5 M Gua- 
nidin-HCI, 1% Triton X-100 resuspendiert und 10 Minu- 
ten bei 70° C lysiert. Das Phagenlysat wird auf einer Va- 
kuumkammer direkt durch eine Extraktionssaule nach 
Beispiel 3 gesaugt und adsorbiert. Die Extraktionssaule 
wird mit 1 ml 0,75 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, 
pH 7,0, Iml 0,75 M NaCI0 4 , 50 mM Tris-HCI, pH 7,0 ge- 
waschen und mit 7 M Guanidin, 15% Ethanol, 50 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustauscher-schicht 
eluiert und an die Si0 2 -Schicht adsorbiert. 



Preparation von genomischer DNA aus Blut 

1 ml citrat-stabilisiertes, humanes Vollblut wird zur 
Lyse der Erythrozyten mit 1 ml 1% Saponin versetzt und 
sofort nach dem Mischen, 5 Minuten bei 2.500 g abzen- 
trifugiert. Die Leukozyten werden in 1 ml PBS-Puffer re- 
suspendiert und nochmals pelletiert. Die gewaschenen 
Leukozyten werden in 1 ml 500 mM Guanidin-HCI, 50 
mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0 resuspendiert und 
die Zellen durch Zugabe von 0,1 ml Proteinase K (10 
mg/ml) 2 Stunden bei 50°C lysiert. Das Leukozyten-Ly- 
sat wird sofort auf die Agarose/ Anionenaustauscher/Si- 
licagel/Extraktionssaule pipettiert und mit 1 ml 0,25 M 
NaCI, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und 1 ml 0,25 NaCI0 4 , 
10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen. 1 ml Citrat-stabi- 
lisiertes, humanes Vollblut wird unter Vakuum, durch ei- 
ne Anionentauscher-Silicagel-Saule gesaugt. Die Leu- 
kozyten werden dabei in der Matrix eingefangen, woge- 
gen die wesentlich kleineren Erythrozyten durch die Ma- 
trix durchwandem. Die Extraktionsseule wird zweimal 
mit 1 ml PBS-Puffer nachgewaschen. Die eingefange- 
nen Leukozyten werden mit 1 0 % Tween 1 0, 1 5 Minuten 
bei Raumtemperatur lysiert. Die Zellbruchstucke und 
Proteine werden mit zweimal 1 ml 1 M Guanidin-HCI, 
pH 7,0 ausgewaschen und die DNA mit 7M NaCI0 4 , 
50mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Saule eluiert. 
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Beispiel 5 

Preparation, Entsalzung und Konzentration von DNA im 
Mikrotiterformat 

96 x 1 ml Kulturen von Plasmid pBluescript in XL 1 
Blue E.coli Zellen, werden im 2 x YT Medium 18 Stun- 
den bei 37°C in einer Mikrotiterplatte mit 1,5 ml Vertie- 
fungen (Fa. Beckmann, Munchen) kultiviert. Die Zellen 
werden in einer Mikrotiterzentrituge fur 10 Minuten bei 
2.500 g pelletiert. Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette 
(Fa. Matrix Technologies, Lowell, MA, USA) werden je 
0,25 ml 50 mM Tris-HCI. 1 0 mM EDTA, 1 00 ng/ml RNAg- 
IA in die Mikrotiterplattenvertiefungen pipettiert und die 
Zellen 5 Minuten auf einen Vibrations-Schuttler resus- 
pendiert. 

Die Zellen werden durch die Zugabe von je 0,25 ml 
0,2 M NaOH, 1% SDS 5 Minuten bei Raumtemperatur 
unter leichtem Schutteln lysiert. AnschlieGend werden 
-je 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Esigsaure, pH 5,5 - 6,0 
Neutral isationspuffer zugegeben, die einzelnen Napfe 
mit einer Kappe verschlossen und gemischt. Nach einer 
Inkubation von 10 Minute auf Eis wird die Probe 30 Mi- 
nuten bei 3.000 g zentrifugiert, urn die Zellbruchstucke 
und das prazipitierte SDS zu pelletieren. Der Uberstand 
wir mit einer 8-Kanal-Multichanel-Pipette vorsichtig ab- 
gehoben und in die 96er Mikrotiterplatte mit einer 
DEAE-Silicagelmembrane und Silicagelmembrane pi- 
pettiert. Nach der Uberfuhrung alier 96 Proben werden 
die Proben durch Anlegen eines vakuums an eine Fil- 
trierapparatur durch die Mikrotiterplatte gesaugt. Die 
DNA wird dabei an die Anionenaustauscher-Schicht ad- 
sorbiert, wohingegen unter diesen speziellen Bedingun- 
gen Proteine, RNA und Metabolite nicht adsorbiert wer- 
den. 

Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCI, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 15% Ethanol, 
10 mM Na-Acetat pH 7,0, 0,8 ml 1 M NaCI0 4 gewa- 
schen, urn RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA 
wird mit 7 M NaCI0 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, 
pH 7,0 eluiert und dabei direkt an die Silicagel-Schicht 
gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 1 ml 70% Etha- 
nol, 100 mM NaCI, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 
ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. AnschlieGend wird 
die von Salz befreite DNA in konzentrierter Form mit je 
50 uJ 1 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 von der Si- 
licagel-Schicht in eine weitere Mikrotiterplatte eluiert. 

Die Herstellung der Zell-Lysate mit Hilfe der Zentri- 
fugation ist ein langwieriges und aufwendiges Verfah- 
ren. Die Limitierung ist vor allem dann gegeben, wenn 
viele Proben routinemaGig prapariert werden mussen. 
Die Zentrifugation hat den Nachteil, daG sie sich nicht 
automatisieren laGt. 

Ein weiterer Gegenstand (und Verfahren) der Erfin- 
dung ist eine Vorrichtung und ein Verfahren zur automa- 
tischen Durchfuhrung des Verfahrens ohne Zentrifuga- 
tion in Form einer Filtrationseinheit, die-der eigentli- 
chen Reinigung der Nukleinsaure vorgeschaltet ist. 
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Dabei wird die Probe nach bekannter Weise mit 
Proteinasen, Detergentien und/oder Temperatur Oder 
Alkali lysiert. Dieses rohe Lysat wird direkt auf den Fil- 
trationsaufsatz dekantiert, uberfuhrt Oder pipettiert. Die 

5 Filterschicht des Filtrationsaufsatzes ist so aufgebaut, 
daQ ein Verstopfen der Filter durch die Zelltrummer, 
ausgefallene Proteine oder Detergentien vermieden 
wird. Das Zeli-Lysat wird durch die Filterschicht mit ei- 
nem Stempel oder Uberdruck durchgedruckt oder unter 

10 Anlegen eines Vakuums durchgesaugt. Dabei werden 
alls ungelosten Bestandteile zuruckgehalten und das 
klare Lysat tropft direkt auf die Adsorptionsschicht. 
Durch die Wahl der geeigneten Adsorptionsbedingun- 
gen wird die Nukleinsaure an der Adsorptionsschicht 

is adsorbiert. Die Filtrationseinheit mit dem Filterkuchen 
wird von der Adsorptionseinheit abgetrennt, verworfen 
oder f Or die Analyse des Filterkuchens aufgehoben. Die 
Adsorptionseinheit wird mit geeigneten Losungsmitteln 
oder Puffern nachgewaschen, urn unerwunschte Be- 

20 standteile zu entfernen und die erwunschte Probe wird 
zum SchluG mit einem geeigneten Elutionsmittel eluiert. 

Beispielsweise laGt sich nach dem erfindungsge- 
maGen Verfahren Plasmid DNA ohne eine Klar-Zentri- 
fugation in einer Kuhlzentrifuge praparieren. 96 x 1 ml 

25 Kulturen von Plasmid pBluescript in XL1 Blue E.coli Zel- 
len, werden im 2 x YT Medium 18 Stunden bei 37°C in 
einer Mikrotiterplatte mit 1,5 ml Vertiefungen (Fa. Beck- 
mann, Munchen) kultiviert. Die Zellen werden in einer 
Mikrotiterzentrituge fur 10 Minuten bei 2.500 g pelletiert. 

30 Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. Matrix 
Technologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,25 ml 50 
mM TrisHCI, 10 mM EDTA, 100 ng/ml RNAgIA in die 
Mikrotitervertiefungen pipettiert und die Zellen 5 Minu- 
ten auf einem Vibrations-Schuttler resuspendiert. Die 

35 resuspendierten Zellen werden in das Proben reservoir 
des Filtrationsaufsatzes uberfuhrt und mit 0,25 ml 0,2 M 
NaOH/1% SDS versetzt. Die Probe wird 5 Minuten auf 
einen vibrationsschOttler geschuttelt oder mit einem 
Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen und ge- 

*o mischt, oder durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
gemischt. 

Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur zur 
Lyse wird zur Neutralisation der NaOH und Prazipitation 
des SDS 0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zugege- 

45 ben und nach einem der oben beschriebenen Verfahren 
gemischt. Dieses rohe Zell-Lysat wird nun statt einer 
Zentrifugation auf einer vakuumkammer bei 10 mbar - 
800 mbar vakuum durch die Filtrationsschicht gesaugt. 
Eine asymmetrische oder eine stufenweise Porositat im 

50 Bereich 200 urn bis 5 ujti aufweisende Filterschicht mit 
einer Dicke von 2 - 10 mm halt die Zellbruchstucke und 
anderen ungelosten bzw. prazipitierten Bestandteile zu- 
ruck ohne zu verstopfen. Das Plasmid DNA enthalten- 
de, klare Zell-Lysat tropft durch die Filterschicht auf die 

55 Adsorptionsschicht (Anionenaustauscher oder Silica- 
gel) und die DNA wird adsorbiert, wogegen Proteine, 
RNA und andere zellulare Metabolite unter den gege- 
benen Salzbedingungen nicht binden. Die Filtration ist 
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nach ca 10 bis 60 Sekunden beendet. Der Filteraufsatz 
wird abgenommen und zusammen mit dem Filterku- 
chen verworfen. 

Die gebundene DNA wird mit 1 ml 1 M NaCI, 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCI pH 7,0 und 2 mal mit 1 ml 1,5 
M NaCI0 4 , 10 mM Na-Acetat, pH 6,5 gewaschen und 
mit 7 M NaCI0 4 , 15% Ethanol, 50 mM Tris-HCI, pH 7,0 
von Anionenaustauscher eluiert und nach Passieren 
der Trennschicht aus einem Nylonnetz oder PP-Vlies 
unter den hohen Salzkonzentrationen-sofort an die Si- 
licagelschichtgebunden. Dabei binden die Proteine und 
RNA bei 1 M - 2 M NaCI0 4 nicht an die Silicagelschicht 
und werden ausgewaschen. Die Silicagelschicht wird 
zum Entfemen der restlichen Spuren an Proteinen mit 
1 ml 7 M Guanidin HCI, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 ge- 
waschen. Die Hochsalzlosung an 7M NaCI0 4 wird 
zweckmaGigerweise mit 1 ml 70% EtOH, 1 00 mM NaCI, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 und 1 ml 90% Ethanol/Wasser 
oder 1 ml 90% Aceton/Wasser ausgewaschen. Nach 
dem Trocknen wird die Plasmid DNA salztrei und in kon- 
zentrierter Form mit 50 uJ 1 mM Tris-HCI, 0, 1 mM EDTA, 
pH 8,5 eluiert. 

Auf diese Weise laBt sich die Plasmid DNA in kur- 
zester Zeit ohne Zentrif ugation, Phenol/Chloroform-Ex- 
traktion und ohne Alkoholfallung mit einer Ausbeute von 
50% bis 80% in konzentrierter Form isolieren. Bei der 
Verwendung einer beschriebenen Mikrotiterplattenver- 
sion lassen sich 96 Plasmid-Minipreps von 1 - 2 ml E. 
coli Kulturen mit einer Ausbeute von 1 - 10 ug DNA in 
ca. 60 Minuten praparieren von einer Person. Die bisher 
bekannten Verfahren benotigen dazu 6 bis 12 Stunden. 

Beispiel 6 

Plasmid Miniprep mit einer Vorrichtung nach Figur 7 

Eine 1 ,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 1 0.000 g zen- 
trifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet 
wird in 0,25 ml 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 
100 u.g/ml RNAse A resuspendiert. Zur Zell-Lyse wer- 
den 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS werden zur Zellsus- 
pension gegeben, vorsichtig gemischt und 5 Minuten 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. 
Das Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung nach Figur 
7 uberfuhrt. Die ganze Vorrichtung wird auf eine vaku- 
um-Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar 
- 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternate 
kann die Probe mit einem Kolbenstempel Oder Uber- 
druck durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. 
Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abge- 
nommen und der Filterkuchen mit den Zellbruchstuk- 
ken, den denaturierten Proteinen und dem ausgefalle- 
nen SDS verworfen. 

Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCI, 
15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 gewaschen, urn 



RNA und Proteine zu entfernen.Die DNA wird mit 1 ml 
1,25 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM Tris-HCI, pH 8,5 
eluiert. Die eluierte DNA wird zur Entsalzung und zur 
Konzentrierung mit Alkohol gefallt und das Alkohol-Pel- 
s let durch eine Zentrifugation pelletiert. 

Beispiel 7 

Preparation von Plasmid DNA mit einer Vorrichtung 
10 nach Figur 8 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 1 0.000 g zen- 
trifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet 
is wird in 0,25 ml 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 
100 u.g/ml RNAse A resuspendiert und in die Filtrations- 
vorrichtung uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 
M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die Filtrations- 
vorrichtung nach Figur 8 gegeben, die Vorrichtung mit 
20 einem Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen, vor- 
sichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 
M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, gemischt 
und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung 
2S wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und das Zell- 
Lysat mit 20 mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung ge- 
saugt. Alternate kann die Probe mit einem Kolbenstem- 
pel Oder Uberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
druckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
30 vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgefallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule 
wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM 
MOPS, pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu 
35 entfemen. Die DNA wird mit 1 ml 1,25 M NaCI, 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCI, pH 8,5 eluiert. Die eluierte 
DNA wird zur Entsalzung und zur Konzentrierung mit 
Alkohol gefallt und das Alkohol-Pellet durch eine Zen- 
trifugation pelletiert. 

40 

Beispiel 8 

Preparation von Plasmid DNA an einer Silicagel-Schicht 
mit einer Vorrichtung nach Figur 10 

45 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plas- 
mid DNA in LB-Medium wird 5 Minuten bei 1 0.000 g zen- 
trifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet 
wird in 0,25 ml 50 ml Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 
50 100 u.g/ml RNAse A resuspendiert und in die Filtrations- 
vorrichtung nach Figur 10 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse wer- 
den 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension 
in die Filtrationsvor richtung gegeben, die Vorrichtung 
mit einem Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen, 
55 vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Danach wird 0,5 ml 5,5 M Guanidin- 
HCI, 0,25 M K-Acetat, pH 5,5 zur Neutralisation zuge- 
geben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
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ganze Vorrichtung nach Abb. 1 0 wird auf eine Vakuum- 
Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 
800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ 
kann die Probe mit einem Kolbenstempel oder Uber- 
druck durch die Filt ration sschicht gedruckt werden, ab- 
genommen und der Filterkuchen mit den Zellbruchstuk- 
ken, den denaturierten Proteinen und dem ausgefalle- 
nen SDS verworfen werden. Die Extraktionssaule wird 
2 mal mit 1 ml 7 M NaCI0 4 , 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 
gewaschen und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewa- 
schen und die Ethanolspuren durchgesaugt. Zum 
SchluG wird die DNA mit 50 uJ 10 mM Tris-HCI, 1 mM 
EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1 ,5 ml Rohrchen auf- 
gefangen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymati- 
schen Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, 
Markierung, Sequenzierung oder Amplifikation einge- 
setzt werden. 

Beispiel 9 

Preparation von 8 x Plasmid DNA in einem Mikrotiter- 
streifen 

8 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 
10.000 g zentrifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die 
Zell-Pellets werden in 0,25 ml 50 mM Tris-HCI, 10 mM 
EDTA, pH 8,0, 100 ng/ml RNAse A resuspendiert und 
in die Vorrichtung nach Figur 14 uberfuhrt. ZurZell-Lyse 
werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspen- 
sion in die Filtrationsvorrichtung gegeben, die Vorrich- 
tung mit einem Stopfen oder einer Klebefolie verschlos- 
sen, vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtem- 
peratur stehen gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K- 
Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, 
gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die ganze 
Vorrichtung wird auf eine vakuum-Kammer aufgesetzt 
und das Zell-Lysat mit 20mbar - 800 mbar durch die Vor- 
richtun gesaugt. Alternativ kann die Probe mit Uber- 
druck durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. 
Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abge- 
nommen und der Filterkuchen mit den Zellbruchstuk- 
ken, den denaturierten Proteinen und dem ausgefalle- 
nen SDS verworfen. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 
ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und 
mit 0,8 ml 1 M NaCI0 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu entfernen. 
Die DNAwirdmit7MNACI0 4 , 15% Ethanol, 10mM Na- 
Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustauscher-Schicht 10 
eluiert und dabei direkt an die Silicagel-Schicht 11 ge- 
bunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 70% Etha- 
nol, 100 mM NaCI, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 
ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die in der Extrak- 
tionsschicht vorhandenen Ethanol-H 2 0-Reste werden 
durch ein Durchsaugen von Raumluft durch ein vakuum 
fur 1 - 2 Minuten verfluchtigt. AnschlieBend werden die 
8 Proben mit je 50 uJ 1 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 



8,0 eluiert. 
Beispiel 10 

5 Preparation von 8x1 ml M1 3 DNA mit einer Vorrichtung 
nach Figur 13 

8 x 1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 
30% PEG 6000, 1,5 M NaCI versetzt und 10 Minuten 
auf Eis inkubiert. Die Proben werden auf eine Vorrich- 
tung nach Abb. 1 3 uberfuhrt und das Phagenlysat wird 
auf einer Vakuumkammer direkt durch eine Vorrichtung 
nach Figur 13 gesaugt und filtriert. Das Phagenpellet 
wird durch das Durchsaugen von 7M Guanidin-HCI, pH 
7,0 lysiert und die DNA gleichzeitig an die Silicagel- 
schicht 11 adsorbiert. Die Extraktionssaule wird 2 mal 
mit 1 ml 7 M Guanidin-HCI, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 
gewaschen, urn Proteine zu entfernen. Die Extraktions- 
saule wird mit 1 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM 
NaCI, 100 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% 
Ethanol/Wasser gewaschen und fur 1 - 2 Minuten Luft 
durchgesaugt. Zum SchluG wird die DNA mit 50 u.l 10 
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 
1 ,5 ml Rohrchen aufgefangen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymati- 
schen Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, 
Markierung, Sequenzierung oder Ampliation einge- 
setzt werden. 

Beispiel 11 

Preparation von 8 x 12 Plasmid DNA mit einer Vorrich- 
tung nach Figur 14 

96 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 2.500 
g zentrifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell-Pel- 
lets werden in 0,25 ml 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 
pH 8,0, 100 u.g/ml RNAse A resuspendiert und in die 
Vorrichtung mit einem Stopfen oder einer Klebefolie ver- 
schlossen, vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei 
Raumtemperatur stehen- gelassen. Danach wird 0,25 
ml 3 M K-Acetat 2 M Essigsaure zur Neutralisation zu- 
gegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. 
Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer 
aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar 
durch die Vorrichtung-gesaugt. Alternativ kann die Pro- 
be mit Uberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
druckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgefallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule 
wird 0,8 ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS.pH 
7,0 und mit 0,8 ml 1 M NaCI0 4 , 15% Ethanol, 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu 
entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaCI0 4 , 15% Ethanol, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustauscher- 
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Schicht 10 eluiert und dabei direkt an die Silicagel- 
Schicht 11 gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 
ml 70% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM Na-Acetat pH 
7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. 

Die in der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol- 
H 2 0-Reste werden durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft durch ein Vakuum fur 1 - 2 Minuten verfluchtigt. An- 
schlieQend werden die 96 Proben mit je 50 u.1 1 mM Tris- 
HCI, 0,1 mM EDTA pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml 
Rohrchen aufgefangen. Die eluierte DNA kann direkt in 
einer enzymatischen Reaktion, wie zum Beispiel Re- 
striktionsspattung, Markierung, Sequenzierung oder 
Amplifikation eingesetzi werden. 

Beispiel 12 

Praparation von Plasmid-DNA ohne Konditionierung 

Eine 3 ml Kultur in LB-Ampicillin-Medium mit pUC 
18transformierten HB 101 E. coli Zellen wird 10 Minuten 
bei 5.000 g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 mM Tris-HCi, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 u.g/ml RNA- 
se A resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS werden zur Zellsuspenison gegeben, 
vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 
M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, gemischt 
und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wird 15 Mi- 
nuten bei 10.000 g zentri fugiert und der Oberstand vor- 
sichtig abgehoben. Das klare Zell-Lysat wird auf eine 
DEAE-Anionenaustauscher-Extraktionssaule pipettiert 
und die Probe durch die Austauscherschicht durchge- 
saugt. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCI, 
15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15% Ethanol, 10 
mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Protei- 
ne zu entfernen. Die DNA wird mit 0,7 ml 7 M NaCI0 4 , 
1 5% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 auf eine Extrak- 
tionssaule mit einer Glasfasermembran gesaugt. Die 
eluierte DNA-Ldsung in 7 M NaCI0 4 wird durch die 
Glasfasermembran gesaugt und dabei direkt an die Si- 
licagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/ Wasser gewaschen. 
Spuren an EtOH werden eventuell durch ein Durchsau- 
gen von Raumluft entfernt. Zum SchluB wird die DNA 
mit 10 uJ 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert 
und in neuen 1,5 ml Rohrchen aufgefangen. 

Beispiel 13 

Praparation von Plasmid-DNA mit Konditionierung 

Eine 3 ml Kultur in LB-Ampicillin-Medium mit pUC 
18 transformierten HB 101 E. coli Zellen wird 10 Minuten 
bei 5.000 g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 u,g/ml RNA- 
se A resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 1 ,2 M 
NaOH, 1% SDS werden zur Zellsuspension gegeben, 



vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 
M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, gemischt 
und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wird 15 Mi- 
s nuten bei 1 0.000 g zentrifugiert und der Oberstand vor- 
sichtig abgehoben. Das klare Zell-Lysat wird auf eine 
DEAE-Anionenaustauscher-Extraktionssaule pipettiert 
und die Probe durch die Aus tauscherschicht durchge- 
saugt. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCI, 
10 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 gewaschen, urn 
RNA und Proteine zu entfernen und mit 0,8 ml 1 M 
NaCI0 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 5,0 kondi- 
tioniert. Die DNA wird mit 0,7 ml 7 M NaCI0 4 , 1 5% Etha- 
nol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 auf eine Extraktionssaule 
'5 mit einer Glasfasermembran gesaugt. Diese Glasfaser- 
membran wurde vomer mit 0,2 ml 7 M NaCI0 4 , 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 konditioniert, urn eine 
bessere Adsorption der DNA zu erreichen und Verluste 
in den ersten Tropfen zu vermeiden. Die eluierte DNA- 
Losung in 7M NaCI0 4 wird anschlieBend auf einer Va- 
kuumvorrichtung durch die Glasfasermembran gesaugt 
und dabei direkt an die Silicagelschicht gebunden. Die 
Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM 
NaCI, 1 0 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Etha- 
nol/ Wasser gewaschen. Spuren an EtOH werden even- 
tuell durch ein Durchsaugen von Raumluft entfernt. Zum 
SchluB wird die DNA mit 100 uJ 10 mM Tris-HCI, 1 mM 
EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1 ,5 ml Rohrchen auf- 
gefangen. 

Die Vorkonditionierung kann auch durch eine mit 7 
M NaCI0 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 ge- 
trankte und getrocknete Membran erreicht werden. 
Durch die Vorkonditionierung werden die Adsorptions- 
verluste von 30 % auf unter 5% reduziert und die Ge- 
samtausbeute der DNA erhoht sich von 50 - 60% auf 80 
- 90%. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukle- 
insauren aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 
die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufge- 
schlossen und die Zelltrummer entfernt werden 
durch Filtration an einer Filterschicht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daG die Filterschicht aus gesintertem Polyethy- 
ten, Polypropylen, PTFE, Glas, Silicagel, Alumini- 
umoxid oder geschutteter Diatomeenerde, wie Cel- 
tit oder Silicagel besteht. 

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 2, wobei die Nukleinsaure aus einer PCR- (Po- 
lymerase Chain Reaction), SSSR- (Self-Sustained- 
Sequence Replication), Ligase-Chain- Reaction 
stammt. 
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Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 3, wobei die Nukleinsaure 10 Nukieotide bis 
200.000 Nukieotide umfaGt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche s 
1 bis 4, wobei die Nukleinsauren aus Bakterien, 
Zellkulturen, Blut, Gewebe, Urin, Viren Oder ande- 
ren biologischen Quelien stammt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 10 
1 bis 5, wobei markierte Nukleinsauren insbeson- 
dere mit Biotin markierte Nukleinsauren fiuores- 
zenz markierte Nukleinsauren, wie mit Fluorescein- 
Isothiocyanat markierte Oder radioaktiv markierte 
Nukleinsauren eingesetzt werden. is 
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FIG.1 
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FIG.2 
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FIG. 5 
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